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ABSTRAK 
 
 Untuk menggali potensi sumberdaya sponge yang mengandung senyawa 
bioaktiv, perlu dilakukan penelitian mengenai potensi farmakologis sponge laut, 
terutama pada kawasan yang memiliki tingkat keanekaragaman jenis yang tinggi, 
seperti di Kawasan Timur Indonesia, khususnya di Kepulauan Spermonde, Kota 
Makassar. 
 Proses ekstraksi dilakukan dengan metode maserasi menggunakan pelarut 
metanol.  Skrining aktivitas antibakteri dilakukan dengan Metode High Troughput 
Screening (HTS) dengan indikator MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-
diphenyltetrazolium bromide).  Bakteri yang digunakan adalah Salmonella typhii, 
Aeromonas hydrophila, Vibrio harveyii, dan Pseudomonas sp. 
Berdasarkan hasil skrining dengan metode HTS menggunakan indikator 
MTT didapatkan  8 ekstrak yang memiliki aktivitas terhadap bakteri Aeromonas 
hydrophila, 6 ekstrat memiliki aktivitas terhadap Vibrio harveyii,  7 ekstrat memiliki 
aktivitas terhadap Salmonella typhii dan Pseudomonas sp.  Hasil pengamatan uji 
aktivitas antibakteri  menunjukan bahwa hanya ekstrak sponge Aaptos subertiodes 
(SLLWRS6-2), Haliclona sp (LJWWRF2-2), Xestospongis sp (BBLWRFx-4), 
Xestospongis sp ((KKLWRF1-1), dan Agelas conifera (LJLWRS 4-2) memiliki 
aktivitas antibakteri terhadap keempat bakteri uji.   Sampel sponge yang memiliki 
potensi terbaik sebagai antibakteri adalah Unidentified (KKLWRF1-1) dengan 
konsentrasi sampel 0,65 mg/mL mampu menghambat pertumbuhan Aeromonas 
hydrophila dan Salmonella typhii,  konsentrasi 0,3123 mg/mL mampu menghambat 
pertumbuhan Vibrio harveyii, dan konsentrasi 2,5 mg/mL mampu menghambat 
pertumbuhan  Pseudomonas sp yang yang disolasi dari karang Acropora sp yang 
terinfeksi penyakit brown band disease.  
 
Kata kunci : ekstrak sponge, antibakteri, Metode HTS, MTT, Kepulauan Spermonde,  
                    Makassar 
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ABSTRACT 
To explore the potential bioactivity containing compounds in sponge, it is 
necessary to study the pharmacological potential of marine sponges, especially in 
areas that have a high level of species diversity, such as in eastern Indonesia, 
particularly in Spermonde Islands, Makassar. 
The extraction process is prepared by maseration method using methanol 
solvent. Screening of antibacterial and antifungal activities performed by High 
Throughput Screening Method (HTS) with the indicator MTT (3 - [4,5-
dimethylthiazol-2-yl] -2,5-diphenyltetrazolium bromide). Bioassay on potential 
antibacterial on  sponge extracts based HTS method was performed by agar 
diffusion method. Bacteria and fungi test used was Salmonella typhii., Aeromonas 
hydrophila, Vibrio harveyii, Pseudomonas sp. 
 
Keywords : extract sponges, antibacterial, HTS Method, MTT, Spermonde Islands,                     
Makassar 
 
PENDAHULUAN 
Organisme laut yang mendapat perhatian para ahli  terfokus pada  
sponge, karang lunak, karang batu, bryozoa, moluska, nudibranchia, 
tunikata, echinodermata, dan ganggang. Diantara organisme tersebut 
sponge adalah organisme yang memiliki jenis senyawa bioaktiv yang 
tergolong banyak dan memiliki berbagai macam aktivitas farmakologi, seperti 
sitotoksik, anti-HIV, antitumor, antikanker, antileukemia, antivirus, antibakteri, 
anti jamur, dan imunomodulator. 
Di dunia terdapat sekitar 10.000 spesies sponge, di Indonesia 
diperkirakan sebanyak 850 spesies (van Soest, 1989) sampai 1500 spesies 
(Hooper dan van Soest, 2002). Sponge atau porifera adalah hewan dari 
phylum porifera yang merupakan salah satu hewan primitif yang hidup 
menetap dan bersifat filter feeder. Secara ekologi, sponge merupakan salah 
satu penyusun pada ekosistem pesisir dan laut, terutama pada ekosistem 
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terumbu karang dan padang lamun yang umumnya dijumpai di perairan 
tropik dan subtropik  (Haris 2013, Samawi et al., 2009). 
 Pengujian antimikroba dengan jumlah sampel yang banyak 
memerlukan waktu yang lama dengan medium banyak.  Untuk menggali 
potensi farmakologis sponge laut yang jumlah jenisnya relatif banyak di 
Indonesia, perlu digunakan suatu metode yang dapat menskrining secara 
cepat dan efektif..  Salah satu metode yang mempunyai kemampuan untuk 
menguji sejumlah besar sampel yang dapat diskriining secara cepat, efektif 
dan murah adalah High Throughput Screening (HTS).  HTS terdiri atas 
microplate titter sebagai pelat pengujian/tempat untuk melakukan reaksi 
biokimiawi antara cairan sampel yang dianalisis dengan pereaksi kimia dan 
buffer. Dalam metode ini pengujian aktivitas antimikroba dilakukan dengan 
menggunakan indikator  pertumbuhan sel mikroba seperti MTT, XTT, INT, 
dan resurin (Kasanah  dan Isnansetyo, 2013).  
 MTT (3-(4,5-Dimethyl-2thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H tetrazolium bromide) 
assay adalah sebuah metode yang sangat popular yang digunakan  dalam 
penentuan proliferasi sel. Penggunaan MTT (garam tetrazolium) ditemukan 
oleh Mosmann (1983), dimana prinsip kerjanya adalah terjadinya 
pembentukan farmazan yang terbentuk akibat reduksi sel  makhluk hidup. 
Semakin banyak organisme yang hidup semakin banyak farmazan terbentuk.  
Assay ini mendekteksi sel yang hidup tetapi tidak mati, sehingga signal yang 
terdeteksi bergantung pada seberapa besar aktivasi sel. Oleh karena itu 
metode ini dapat digunakan untuk mengukur bioaktifitas, bahkan 
sitotoksisitas dan proliferasi sel pada mahluk hidup.  
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METODE PENELITIAN 
 
Penelitian ini dilakukan pada bulan Juli 2013 dengan pengambilan  
sampel  di beberapa pulau pada tingkat eutrofikasi yang berbeda di Perairan 
Kepulauan Spermonde  Kota Makassar Sulawesi Selatan, mewakili zona luar 
yaitu pulau Lajukkang dan Pulau langkai, mewakili zona tengah yaitu pulau 
Barranglompo, pulau Bonebatang dan pulau KodingarengKkeke, sedangkan 
untuk zona dalam diwakili oleh pulau Samalona, pulau Lae-Lae dan pulau 
Kayangan. Peta menurut pembagian Zonasi Eutrofikasi Faizal (2011) 
didapatkan seperti pada gambar 1.  
 Pengamatan potensi farmakologis sponge dilakukan di Laboratorium 
Kimia Oseanografi, Mikrobiologi Laut Jurusan Ilmu Kelautan, Fakultas Ilmu 
Kelautan dan Perikanan, dan Laboratorium Kimia Bahan Alam FMIPA 
Universitas Hasanuddin Makassar. 
                  
Gambar 1. Lokasi penelitian di zonasi eutrofikasi kepulauan spermonde (Faizal, (2011) 
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Bahan yang digunakan pada penelitian antara lain adalah: sampel 
sponge dari Kelas Demospongia, aquades, air laut steril, Nutrien Agar, 
Tryptic Soy Broth, Tryptic Soy Agar, Dimethyl sulfoxide (DMSO) buffer fosfat, 
alminium foil, tissue, kapas,  bakteri patogen Vibrio harveyii, Aeromonas 
hydrophila, Salmonella typhi dan Pseudomonas sp (bakteri asosiasi karang 
terinfeksi penyakit Brown band disease), ciprofloxaci, -3(4,5-dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT),  sedangkan alat yang 
digunakan antara lain adalah:  Microtiter plate dengan well plate 96, 
erlenmeyer, gelas piala, corong, batang pengaduk, corong pisah, botol 
sampel, kertas saring, ,  tabung reaksi, pipet ukur, pipet, pipektor skala 20, 
40, 50 dan 100, pit,  cawan petri, jarum ose, paper disc, Spektrofotometer, 
vaccum rotary evaporator, centrifuge, blender, waterbath, vorteks, hot plate, 
pH meter, refrigerator, Sheker  inkubator, oven, autoclave, Laminar flow,  
inkubator, mikroskop, dan kamera. 
 
Ekstraksi 
 Ekstraksi dilakukan dengan metode maserasi menurut petunjuk 
Rachmaniar (1994, 1995). Metode tersebut adalah sebagai berikut: sponge 
laut di potong-potong kecil, dikeluarkan bahan-bahan pengotornya lalu 
ditimbang sebanyak 50 gr berat segar dan selanjutnya diblender sampai 
halus. Kemudian dimaserasi dengan metanol p.a 80 % sebanyak 50 ml. 
Setelah dimaserasi selama 24 jam, suspensi pekat disentrifuge selama 15 
menit dengan kecepatan 3500 rpm. Setelah itu, ekstrak yang didapatkan 
disaring dengan kertas saring kemudian ditimbang untuk mengetahui 
konsentrasinya. Ekstrak disimpan di dalam lemari pendingin untuk dilakukan 
pengujian bioaktivitasnya. 
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Uji Aktivitas Antimikroba High Throughput Screening (HTS) dengan 
MTT Assay 
 
Uji aktivitas antimikroba dengan menggunakan indikator pertumbuhan 
mikroba   -3(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) 
yang ditetesi pada cawan kecil yang disebut mictotiter plate dengan 96 well 
plate (Mishra et al., 2008; Wang, et al., 2010) (Gambar 2).  Kemampuan 
aktivitas antimikroba dapat diketahui dengan melihat perubahan warna 
setelelah pemberian larutan MTT, bila terjadi perubahan warna biru-ungu 
berarti tidak ada aktivitas sedangkan bila tidak terjadi perubahan warna 
berarti ada aktivitas dari sampel  uji.  Metode ini dilakukan secara kualitatif 
untuk mengetahui ada tidaknya aktivitas antimikroba (antibakteri dan 
antifungi) dalam bahan uji (ekstrak sponge) dan secara kuantitatif yang biasa 
disebut juga microplate dilution assay. Assay kuantitatif dilakukan dengan 
tujuan untuk mengetahui konsentrasi terendah yang mampu menghambat 
pertumbuhan bakteri (MIC=KHM).  
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Gambar 2. Tata letak pengujian ekstrak dan fraksi sponge pada well plate 
 
Peremajaan Kultur Murni Bakteri Uji dan Perhitungan OD standar 
McFarland 
 
Bakteri uji Vibrio harveyii, dan Aeromonas hydrophila, Salmonella 
typhi dan Pseudomonas sp diremajakan dengan mengambil masing-masing 
1 ose kultur bakteri diinokulasi dalam medium Nutrien Broth (NB), inkubasi 
suhu 37⁰ C selama 24 jam.  
Perhitungan kepadatan bakteri , Optical density (OD) berdasarkan 
metode Standar McFarland.  Mc Farland adalah peyetaraan konsentrasi 
mikroba  dengan menggunakan larutan BaCl2 1% dan H2SO4 1%. Standar  
kekeruhan Mc Farland ini  dimaksudkan untuk menggantikan  perhitungan 
bakteri satu per satu dan untuk memperkirakan kepadatan sel yang akan 
digunakan pada prosedur pengujian antimikroba.   Bakteri kultur murni yang 
telah diremajakan diambil 1 ml diinokulasi dalam medium Natrium Agar 
dengan cara zigzag, inkubasi suhu 37⁰ C selama 24 jam. Bakteri yang 
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tumbuh diambil kemudian dimasukkan ke dalam tabung reaksi yang berisi 10 
mL kemudian dilakukan pengenceran. Spektrofotometer disiapkan dengan 
setting panjang gelombang 540-600 nm (Standard McFarlan). Blanko 
(medium) dan Sampel kultur (biakan cair) disiapkan masing-masing  
sebanyak 2 mL ke dalam kuvet steril,  run spektrofotometer dan catat hasil 
Absorbansi dan setarakan dengan nilai absorbansi pada konsentrasi Mc 
Farland. 
 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
Aktifitas Ekstrak Sponge terhadap Mikroba Patogen 
 
1. Assay Kualitatif  
Berdasarkan hasil uji dengan metode High thoroughput Screening 
menggunakan indikator MTT didapatkan  8 ekstrak yang memiliki aktivitas 
terhadap bakteri Aeromonas hydrophila, 6 ekstrat memiliki aktivitas terhadap 
Vibrio harveyii,  7 ekstrat memiliki aktivitas terhadap Salmonella typhii dan 
Pseudomonas sp (Tabel 1).   
 Hasil pengamatan uji aktivitas antibakteri pada Tabel 1 menunjukan 
bahwa hanya ekstrak sponge Aaptos subertiodes (SLLWRS6-2), Haliclona 
sp (LJWWRF2-2), Xestospongis sp (BBLWRFx-4), Xestospongis sp 
((KKLWRF1-1), dan Agelas conifera (LJLWRS 4-2) memiliki aktivitas 
antibakteri terhadap keempat bakteri uji.   Ines at al., (2007) melaporkan 90%  
ekstrak sponge yang berasal dari Pesisir Tunisia memiliki aktivitas 
antibakteri.  Dua jenis diantara 9 ekstrak  sponge Agelas oroides dan 
Axinella damicornis dapat menghambat pertumbuhan bakteri Pseudomonas 
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aeruginosa dan strain resisten gentamisin Listeria monocytogenese dan 
aktivitas spektrum yang luas Enterococcus feacalis. 
 
Tabel 1. Aktivitas antibakteri ekstrak sponge yang berasal dari Kepulauan 
Spermonde (Metode HTS) 
 
Kode sampel Sponge 
Bakteri Uji 
Aeromonas 
hydrophila 
Vibrio 
Harveyii 
Salmonella 
Typhii 
Pseudomonas 
sp 
LKLWRS8-1 Haliclona sp 0 0 0 0 
SLLWRS6-2 Aaptos 
subertiodes 
+ + + + 
BBLWRS6-3 Xestospongis sp + 0 + 0 
LJWWRF2-2 Haliclona sp + + + + 
KYWWRF2-3 Clathria tuberopsa 0 0 0 0 
BBLWRF3-1 Hymeniacidon 
Parleve 
0 0 0 0 
BLWWRF2-4 Carterisopongia 
foliances 
0 0 0 0 
KKLWRS2-1 Unidentified 0 0 0 0 
SL LW RS2-3 Callyspongia sp + + + + 
BBLWRFx-4 Xestospongis sp + + + + 
LJWWRS2-2 Petrosia sp 0 0 0 0 
GTLWRS1-4 Phyllospongia sp 0 0 0 0 
LKWWRS5-2 Acanthostongloph
ora ingens 
0 0 0 0 
BLLWRS1-4 Clathria basilana + 0 0 + 
KKLWRF1-1 Xestospongis sp + + + + 
BBLWRS3-3 Unidentified 0 0 0 + 
LJLWRS 4-2 Agelas conifera + + + + 
SLWWRS5-4 Amphimedon 
viridis 
0 0 0 0 
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Sedangkan senyawa Strongylophorines yang diisolasi dari spons  
Strongylophora durissina yang bersal dari  di Papua New Guinea, dimana  
senyawa  meroditerpenoid ini aktif menghambat  bakteri Salmonella typhiii 
dan Micrococcus luteus dengan zone diameter hambat  bakteri 7-9 mm pada 
konsentrasi 100μg/disk  (BALBIN et al. 1998 dalam Munarsih, 2003). Berikut 
di bawah  ini adalah struktur dari senyawa  Strongylophorine 2 dan 
Stronggyloporine 3 (Gambar 3) 
 
Gambar 3. Struktur dari senyawa Strongylophorine 2 dan Stronggyloporine 3   
                  yang aktif menghambat Salmonella typhii 
 
 
2. Assay Kualitatif  
 Assay ini adalah Uji Minimun Inhibition Consentration (MIC) ekstrak-
ekstrak sponge yang memiliki aktivitas terhadap mikroba  menggunakan 
High  Throughput Screening (HTS) dengan indikator  MTT (indikator 
pertumbuhan bakteri dan jamur).  Metode dilakukan dengan mencampur 
sampel, mikroba uji dan media inokulasi dengan beberapa variasi 
pengenceran.  Aktivitas yang diamati dengan kontrol tanpa adanya bahan uji.  
Metode ini biasanya digunakan untuk menetukan nilai MIC ( minimum 
inhibition concentration), konsentrasi terendah yang dapat menghambat 
pertumbuhan mikroba uji.  Microplate titer assay well plate 96 menggunakan 
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prinsip dalam metode dilusi tapi dengan skala yang lebih kecil (100-250µL) 
(Khasanah dan Isnansetyo, 2013).  
Tabel 2. Aktivitas Ekstrak sponge dari Kepulauan Spermonde berdasarkan  uji MIC 
Sponge 
Konsentrasi MIC (mg/mL) 
No. 
well 
Aeromon
as 
hydrophil
a 
No. 
well 
Vibrio 
harveyi 
No. 
Well 
Salmonell
a typhii 
No. 
well 
Pseudomona
s sp 
Callyspongia sp  
(SLLWRS6-2) 3 2,5 6 0,3123 3 2,5 6 0,3125 
Xestospongis sp 
(BBLWRS6-3)    -    - 3 2,5    - 
Haliclona sp 
(LJWWRF2-2) 2 5    - 6 0,3125 5 0,65 
Aaptos subertiodes 
(SL LWRS23) 2 5 2 5 4 1,25 2 5 
Xestospongia sp 
(BBLWRFx-4) 1 10 1 10 1 10 1 10 
Clathria basilana 
(BLLWRS1-4)    -    -    - 1 10 
Unidentified 
KKLWRF1-1 5 0,65 6 0,3125 5 0,65 3 2,5 
Xestospongis sp  
(BBLWRS3-3)    -    -    - 1 10 
Agelas conifera 
(LJLWRS 4-2) 1 10 5 0,65 1 10 2 5 
 
 Tabel 2 memperlihatkan dari 5 dari 9 ekstrak sponge yang memiliki 
aktivitas terhadap ke empat bakteri patogen yaitu ekstrak Callyspongia sp  
(SLLWRS6-2), Haliclona sp (LJWWRF2-2), Aaptos subertiodes (SL 
LWRS23), Unidentified (KKLWRF1-1), Agelas conifera (LJLWRS 4-2).  
Berdasarkan nilai konsentrasi terendah dengan daya aktivitas tinggi terdapat 
pada sampel dengan Callyspongia sp  dengan konsentrasi 0,0312 mg/mL 
memiliki aktivitas terhadap bakteri Vibrio harveyii dan Pseudomonas sp., 
sampel Haliclona sp terhadap Salmonella typhii dan spesies Unidentified 
(KKLWRF1-1) terhadap Vibrio harveyii.  Namun secara keseluruhan sampel 
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yang memiliki potensi terbaik sebagai antibakteri adalah Unidentified 
(KKLWRF1-1) dengan konsentrasi sampel 0,65 mg/mL mampu menghambat 
pertumbuhan Aeromonas hydrophila dan Salmonella typhii,  konsentrasi 
0,3123 mg/mL mampu menghambat pertumbuhan Vibrio harveyii, dan 
konsentrasi 2,5 mg/mL mampu menghambat pertumbuhan  Pseudomonas 
sp yang yang disolasi dari karang Acropora sp yang terinfeksi penyakit brown 
band disease.  
 
KESIMPULAN 
Berdasarkan hasil uji dengan metode High thoroughput Screening 
menggunakan indikator MTT didapatkan  8 ekstrak yang memiliki aktivitas 
terhadap bakteri Aeromonas hydrophila, 6 ekstrat memiliki aktivitas terhadap 
Vibrio harveyii,  7 ekstrat memiliki aktivitas terhadap Salmonella typhii dan 
Pseudomonas sp.  Hasil pengamatan uji aktivitas antibakteri  menunjukan 
bahwa hanya ekstrak sponge Aaptos subertiodes (SLLWRS6-2), Haliclona 
sp (LJWWRF2-2), Xestospongis sp (BBLWRFx-4), Xestospongis sp 
((KKLWRF1-1), dan Agelas conifera (LJLWRS 4-2) memiliki aktivitas 
antibakteri terhadap keempat bakteri uji.    
 Sampel sponge yang memiliki potensi terbaik sebagai antibakteri 
adalah Unidentified (KKLWRF1-1) dengan konsentrasi sampel 0,65 mg/mL 
mampu menghambat pertumbuhan Aeromonas hydrophila dan Salmonella 
typhii,  konsentrasi 0,3123 mg/mL mampu menghambat pertumbuhan Vibrio 
harveyii, dan konsentrasi 2,5 mg/mL mampu menghambat pertumbuhan  
Pseudomonas sp yang yang disolasi dari karang Acropora sp yang terinfeksi 
penyakit brown band disease.  
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